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枯草菌胞子発芽期 にお ける 転写 とそ の調節 に つ い て
金沢大学が ん研 究所分 子 生 物部 ( 主 任: 亀山恩典 教授)
桧 田 基 未
(昭和55年 1 月 9 日 受付)
胞子形成細菌の つ く る胞子 は細胞 と し て 保有 し て い
た生物学的活性を休止 し , 熱抵抗性 を も つ い わ ゆ る休
眠状態 に あ る . こ れ ら胞子 に 特有 な性質 は発芽期 に お
い て 喪失 し ,発芽後成育期を経て 栄養細胞が出現す る ･
こ の よ う な胞子発芽期 は , まず休止 あ る い は抑止状態
に あ る 全ゲ ノ ム D N A と遺伝子発現機構 を活性化 す る
過程あ るい は こ れ を新 た に 確立する過程 と し て 把 え る
こ とが で き る . した が っ て こ の 胞子発芽系は遺伝子転
写の 指標 で あ る R N A合成 を解析す る こ と に よ っ て ,
こ れ ら活性化あ る い は新 し い 確立 が ど の よ う な分子的
様式 に よ っ て 行 な わ れ るか を 明ら か に する上 で 適切 な
実験系 で あ ると 考え られ る .
枯草菌胞子発芽期の R N A合成に 関 して は t 古 く は
Ar m str o ng らに よる bipha sic patte r nthe o ry
‖ が あ
る . 彼 ら は そ の 初 期 ( 0 ～ 10分) に お い て は
ribo s o mal R N A とS Oluble R N A が合成 さ れ , 後 期
(15～ 45分) で は m e s s enge rR N Aの 合成が 開始 さ
れ る と し , 更 に 初 期 か ら 後 期 へ の 移 行 は
chlo r a mphenic ol に よ っ て 阻 害 さ れ る 事 を 報告 し
た . 更 に 最近 Rudn e rら は ,
3H - u ridin eで パ ル ス 標
識 した R N Aの 比活性 の 解析 か ら , 発芽 50分 と 85 分
に ど - ク を持 つ a W aV e rhythmic patte rnthe o ry
2J
を提 唱 した . し か し こ れ ら の 報告 に お い て , まず前者
の 場合 . 合成 R N A分子種 の 解析 は庶精密度勾 配遠 心
の 沈降 パ タ ー ン の み に よ っ て 判 断さ れ て お り t 又 後者
の 場合 , 発芽期の 初期の 測定が粗雑で あり , .こ の 期の
R N A合成 の 様式 を問題 に す る に は きわ め て 不十分 で
あ ると考 え ら れ . い ず れ も詳細 に 再検討 す る こ と が必
要 で あ る .
一 方発芽期 に お い て Chr o m o s om eが 顕著 な構造変
換 を す る こ と が 報告 さ れ て い る
3-
. 即 ち 胞 子中 の
chr o m o s o me は膜か ら遊離 し て 拡散 した状態 に あ る
が . 発 芽培地中で 活性化す る と こ の Chr o m o s ome は
凝 集 し て 細 胞膜 と結合 す る . 又 最 近 ¢80p′ゆ の
try ptopha n e ope r o n
4一を は じ め と し て 一 い く つ か の
転写系 で D N Agyr a s eが 関与 し て い る事 が 報告さ れ
た 印). D NA gyr as eは A T P に依存 し た 反応で , = 本鎖
の 閉 環状 D N A に負 の 超 コ イ ル 構 造 を 導入 す る
topois o m e ric な酵素 で あ る
7}
. 胞子発芽期 に お ける上
記の D N Aの 構造変換 に こ の よ う な topoiso m eric
な酵素 が 関与 す る可能性 が あ り , 更に 又 こ の D N Aの
topois o m e ric な 変換が 発芽期の 転写調節に 大き な影
響を及ぼ す 可能性が あ ると 考え られ る ･
著者 は細菌 の 全 ゲ ノ ム に わ た る遺伝情報発 現 の ため
の 機構 が休止 あ る い は 欠損 し て い る と考 え ら れる胞子
が , 発芽 へ と 活性化さ れ る 軌 ど の よ･う な 分子的過程
に よ っ て , 作動を 開始 し ある い は 必須因子を補 い っ つ
逐次増殖細胞 と し て の 転写機横を確立 し完成す るかを
解明す る こ と を意図 し て 本研究 を行 な っ た ･
まず枯草菌胞子発 芽期 に お け る R N A合成速度･
D N A-}RN A ハ イ ブリ ッ ド分子形成と そ の 括抗 , 合成
R NA 分子嘩 , R N A合成速度及 び合成 R NA 分子種に
及 ぼ す蛋白合成阻害剤の 影軌 D N Agyr a se の 阻害剤
で あ る n o v obio cin
8) と n alidix c a cid
9} の R N A合
成 に及 ばす作用等 の 諸問題 を解析 し た , 本研究で はこ
れ ら の 解析 か ら, 発芽期 に お ける転写 が 二 つ の 新しい
調節因子 に よ っ て 制御さ れ て い る こ とを 示唆す る結果
を得 たの で , こ こ に 報告す る .
実験材料及び方法
Ⅰ 使用菌株
Ba cillus s ubtilis 1 6 8L M H: 1e u cin e, m ethi
･
o nin e, histidin e要求性
Tr ans cription a nd its Regulatio n During Ger min ation of the Bac
illusSubtilis Spor es
Moto o M ats uda, D ivisio n of Mole c ular Biolog y(Dir e ctor ; Pr of･ T ･ Ka m eya m a), C
an-
c e rResear ch Institute, Ka naza w aUniv e rsity･
ゲ ノ ム の 構造異性変換と転写の ポ ジテ ィ ブ コ ソ ト ロ ー ル
Ⅲ 培地
1.Lo w pho sphate Pe n a s s ay(L P): 枯草菌の 前培
養, 増殖培養及 び 発 芽培地用 と して 用 い た . こ の 培地
は1L 中 に 1 M Tris lOOmL , Ba cto Be ef Extra ct
l.5g, Bacto Ye a st Extra ct l.5g, Ba cto Pepto n e
5.Og, NaC13.5g, K2H P O4140 mg , KH2P O460mg ,
Glu co s e5,Og , 及 び L p le u cin e, L - m ethin oin e,
L - histidin e, L
q try ptopha nを 各々 50mgを含みp日
7.2 と し た.
2.Scha effe rの Spo re培地 叩 :枯草菌胞子調製の た
め使用 し/こ .
Ⅲ . 緩衝液
1.T M buffe r :20m M Tris,20m M MgCl2 ,PH7.4.
2. T M Cq M S- K PV S: T M buffe r に 10m M
K C N, 60m M β
-
m e r C aptO etha n ol, 15% s u c r o s e.
pota s siu mpolyvinyl s ulfate( 20FLg/ mL)を加 え た
もの で あ る .
3,S S C: 0.15 M NaCl. 0.015 M Na3C8H607
4.Salin e buffe r(1M): NaH2P O4 .H207 8g,
Na,H P O.61.8g を 1L の 蒸留水 に 溶解 しpH6.7 で あ る .
5. TE B buffe r : 1L 中 に Triz m a Ba sel O8g,
Bo ric a cid 55g, ED T A9.3g を含 みpH8.3 で あ る .
Ⅳ , 胞子 の 調製: Scha effe rの Spo r e培養液を 含む
寒天(2 %) 培地申で 培養し た . 37 ℃3 日 の 培養後 ,
顕微鏡下で 胞子 に な っ て い る 事を確認 し て 集菌 し た .
適当量の 滅菌蒸留水 に 懸裔 して 1ys o z m e-SDS 処理
の後,1M 及 び 0.14M NaClで よく 洗浄 し , 更に 蒸留水
で数回十分に 洗浄 し使用 ま で 蒸留水に 懸濁 して 4 ℃で
貯蔵し た .
＼r . 発芽: 使用前 に 80 ℃ 15分熱処理 し た胞子を L
-
ala nin e (1 00FLg/mL) を 含む L P培地中 で 37℃ に
加温激し い 振と う 下で 発 芽実験 を行 な っ た . 発芽期の
turbidity の 変化 は Klettc olo rim ete r,660filte r を
用い て 測定 し た . 生体高分子合成 の 経時的解析 に は放
射性同位 元 素棲識 の u ridin e, thymidin e, a min o
acidmixtu r e及 び m ethio nin eを用 い た . 標識反応 は
同容量 の 冷 10 % T C A(ト リ ク ロ ル 酢酸)を加 え て 停止
させ
, 標識試料 を 5 %T C Aで 3 回洗浄し た後 . T C A
不溶性沈殿 を Gla s sfibr efilte r(W hatm a n, G F / C)
上に集め放射能活性 を ト ル エ ン P P Oシ ン チ レ ー ク ー
を用 い て 測定 し た .
Ⅵ . 標識及 び未標識 R N Aの 調製 : D N A-RN Aハ
イ ブリ ッ ド形成に 用い る 3H一標識 R N A を調製 す る
ため 3H - u ridin e(5,6-3H - u ridin e, 40 Ci /m m ol)
を発芽1 0分の 場合200mエ. 55分の 場 合150扉 , 増殖
期の 場合50 山の L P培地 に加 え て 標識 を行 な っ た .
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標 識 時間 は 発 芽10～ 20分 ま で の 10 分 間 , 発 芽
55～ 60 分ま で の 5分間 , 増 殖 期 で は 2分間で あ り ,
3H p u rid in eを それ ぞれ 10m Ci,3mCi,1mCi加 え た .
標識さ れ た 発芽胞子及 び細胞懸濁液 を そ れ ぞ れ
K P V S(20FLg/mL),10mM K C N を含む 等容量 の 半水
冷 2ⅩT M buffe rに す早 く 注 ぎ 込 み 反応 を停止 さ せ
た . 1 0,00rpm 20分4 ℃の 遠心 によ り集菌 しT M CM
M S - K PV Sに よ り 2 回洗浄 し , TM C- M S～
K P V Sに 懸 瀕 し た . 1ys o zym e - SD S処 理 及 び
a ctiv e be nto nite 存在下 で の フ ェ ノ ー ル 処 理 の 後 エ
タ ノ ー ル 沈殿を 行な っ た . D Na s el処理 に よ■り N D A を
除去 し た後 , 精製 8H - u ridin e標識 R N A を D N A-
R NA ハ イ ブ リ ッ ド形成と そ の 桔抗実験 に 用 い た .
電気泳動 に よ る解析の た め の 3H - R.N Aの 調 製法
は . 小 ス ケ ー ル 培養法を 用い た以 外上記の 方法 に準 じ
て 行 な っ た . 又 未標識 R N Aの 調製 も こ れ ら と同様 の
方法で 行 な っ た . な お 発芽初期 に お け る 3日 - R N A は
回収率 80 % 以上の もの を使用 し た .
Ⅶ . D NA の 調製及 び ア ル カ リ変性: 枯草菌増殖期細
胞か ら の D N Aの 調製 は Saito - M iu ra 法 に 従 っ て
行 な っ た . D N Aの ア ル カ リ 変 性 は 0.1xS S C中 の
D N A溶液 (50FLg/ mL) に 1/ 1 0溶量の 1 M NaO H
を加え て 室温 で 15分処理 して 行 な っ た . ア ル カ リ処理
後 1 M NaH2P O. で 中和 し て pH6.8 と し た後 0.4 M
Salin ebuffe rに 一 夜透析 した .
Ⅷ . D NA - R N Aハ イ ブ リ ッ ド分子形成と そ の 桔抗
実験: ハ イ ブリ ッ ド形成 とそ の 括抗実験 は Gille spie
- Spiegelm a nの Filte r法 川 を 用い た .
Ⅸ . ポリ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電気泳動:0.5 %ア ガ ロ
ー ス ー 2 %ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド複 合 ゲ ル の 作製 は
Pe a c o ck らの 方 法1 2)に 従 っ た .10 %ポ リ ア ク リ ル ア ミ
ド( 60mり の 組成は 次の 様 で あ る . 20% ア ク リル ア ミ
ド (a c ryla rnide と N, N
'-m ethyle n ebis a cryl･
a mide の 重 量 比 19:1) 30mL, 6.4 % 3～(dim e･
thyla min o) pr opio nitri13.75mL, T E B buffe r6mL,
蒸留水1 5.25mエ , 1.2 % 過硫酸 ア ン モ ニ ウ ム 5山 . 電
気泳動 は複合 ゲ ル の 場 合 10 ℃, 100 V, 1 .5時間,
10% ゲル の 場 合 20 ℃, 100V, 3 時間行な っ た . 泳動
終了後 Flu o r ogr aphy 法
1 3)で 標識 R N A月の 検出 を
行 な っ た .
成 績
Ⅰ . 発 芽期 の R N A合成 は3 つ の 異なる 時期 を経 て
逐 次進行 す る .
こ れ ま で 多 く の 報告が あ る様 に枯草菌胞子の 発芽期
に お い て は . ま ず初期 に R N A合成が開始さ れ , 続 い て
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蛋白合成 , D N A合成が始ま る (Fig･ 1).
著者 は まず転写の 指標 と して ,R N A合成速度 を解析
した . Fig . 2 に 示す様 に ,
3H - u ridin el分 パ ル ス標 識
で 示さ れ る R N A合成は , 発芽 5分 で 開始さ れ . そ の 合
成速度は 15分 ま で 直線的に 増加 す る (Gml: 0 ～ 15
分). こ の 合成速度 はそ の 後 一 定 の レ ベ ル に 達す る と ほ
ぼ こ の レ ベ ル を維持 し(Gm2: 1 5～ 40分). 続 い て 急激
な直線的増加 を示す(Gm3: 40～ 60分). こ の 様に 発芽
期 の RN A合成は異な る速度変化で 特徴づ けら れ る 三
っ の 時期 , Gml, Gm2, Gm3 を経て 進行 す る . こ の
R N A合成 の pat e rnと照応 し て . 一 方蛋白合成は 15
分で 開始 さ れ , その 後合成速度 も ー 定借 に 達 し こ れ を
維持 した後 , 直線的増加 を示 す . そ の 段 階的移行 が
R N A合成速度 の 段階的移行 と は ぼ 同調 し て い る こ と
も興味深 い . D N A合成 は発芽 45分 に 開始 さ れ る
(Fig.1). Fig.2に 示 され る R NA 合成速度 の 3 相的経
過 は転写部位の 量的拡大を意味す ると 思わ れ る の で ,
こ の こ と を実証する た め D N A- R N Aハ イ ブ リ ッ ド
分 子形成 と そ の 括抗実験 を行 な っ た (Fig. 3).
Gml Gm2 に ま た が る時期(発芽10 ～ 20 分), Gm3










0 3 0 6 0 90120
Tim eof Ge r min ation( min.)
Fig. 1. Sequ e ntialsynthe sis of R N A, pr Otein
a nd D N A du ring ge r min atio n.
B. subtil&spo re sin L P m ediu m sup ple me nted
With L･ala nin e w as c o u nted.
8H -u ridine,
3H -a mino acidmixtu re and 3H -
thymid ine w e r e ad ded at O m in.
3H - R N A とア ル カ リ 変性枯草菌 D N A との 問の ハ イ
ブリ ッ ド分子形成実験 で は , こ れ ら棲識 R N A は加え
た D N Aの 2.1 % . 7 .5% , 20 % で それ ぞ れ 飽和点に
達し た (Fig . 3a). 従 っ て Gml 及 びGm2 の 初期で は
D N Aの ご く わず か な領域 が転写 さ れ る に す ぎな い
が , Gm3 か ら増殖期 へ 移行す る に つ れ て 転写領域が増
加 し て ゆ く . 又 Fig .3b に 示す桔抗実験 で は t上記結果
と 一 致 して , 発 芽開始 10～ 20分 の 間 に 合 成さ れる
R N A は増殖期標識 R N Aの ハ イ ブリ ッ ド形 成 に 対し
て 部分的 に 競合す る に す ぎな い (Fig ･ 3b .(1)). また
一 方増殖期 の 細胞か ら調製 し た 未標識 R N Aは Gml
Gm2 Gm3 各3 時期 に お い て 合成 さ れ た
3H - R NA
の D N A- R N Aハ イ ブ リ ッ ド形 成に 対し て 完 全 に飯台
す る結果が得 ら れ た (Fig . 3b . ( 3 )). 従 っ て こ れら
の 各時期で は発芽期に 特異的な R N A分子種 はは と ん
どあ る い はま っ たく 合成さ れ て い な い と考 え られる.
Ⅲ . 合成 され る R N A分子種に よ っ て 各時期 は特徴
づ け られ る .
発芽期 に お い て まず 最初 に 活性化さ れ 転写される遺
伝子 は何 で あ る か . そ し て ひ き続 い て ど の よう な順序





















































0 2 0 40 60
Tim e o† Ge r minatio n(min .)
Fig. 2･ T he r ate of R N Aa nd pr oteinsynt
hesis
du ring ge r minatio n･ Isotope s w e r e added at
t血 e sindic ated a nd a puls ein c o rpor atio nforl
min w a s c o u nt占d.
ゲ ノ ム の 構造異性変換 と転写の ポ ジ テ ィ ブ コ ソ ト ロ ー ル
各期で 合成さ れ る R N A分子種
の 解析 を 行 な っ た ･
Fig. 4a に 示 さ れ て
い る様 に , Gml で は 主 に 4 ～ 5 S
R NA が合 成 さ れ て い る ･ こ の 期 で は あ き ら か に
23S.16Sribo s o m al R N A
の 合成 は抑制さ れ て い る ･
23S. 16Sribo so m al R N A は Gm2 に な
っ て は じめ て
合成され る ･ Gml で 合成さ れ る分子樺 は 4S･ 5S, 6S
RN Aと他の い く つ か の 低分子 R N Aで あ る(Fig･4b)･
6SR N A はGm2 で 消失す る ･ Gm3 で は よ り不均
d な
大きな R N A･ 恐 らく m e ss e nge rR N A と思 わ れ る 分
子種の 合成が顕著 に 見 られ るよ う に な る ･ こ れ ら 3
つ
の時期を特徴づ け る R NA 分子種の 解析結果は t R N A
合成速度 の 段階的変化 に よ っ て 特定 し得 た 発芽期3 時
期に 関し て , Gml で は 4
～ 6S 低分子 R N A遺伝子 の
活性化, つ い で Gm2で は 23S, 16S ribo s o m al R N A
遺伝子の 転写 開始 と い う 適伝子活性化 の 順序性 と い う
内容を含む質的変化 と して 特徴づ け ら れ る こ とを 示 し
て い る . 又 Gm3 に お け る 合成 R N A分 子 種 の
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る こ と ば転写機構の 完成を意味す る もの で あ ろう . こ
の Gm3期 は D N A複製が開始 され る時期 で あ り そ の
R N A合成 の 量的質的拡大の 要因 に と っ て , 複製 と 関
連す る械横 や DN A do s e effect等 も考慮 せ ね ば な ら
な い で あ ろ う .
Ⅲ . Gml から Gm2 へ の 移行はま白合成阻賓別 によ
っ て抑制され る .
胞子発芽期 に お い て こ れ ら先行細 か ら次 の 各期 へ
の 移行に は何 ら か の 調節因子が関与 し て い る の か どう
か を 明 らか に す る目的 で 蛋白合成阻害剤 を用い た解析
を行 な っ た .
Fig .5に 示す 様 に Chlo ra mphe nic ol(C M)を発芽開
始 0分に 投与 す る と ,5分か らの RN A合成開始と そ の
合成速度の 15分 ま で の 直線的増加 は基本的 に 影響 を
受 け な い . しか しGm2 Gm3にお け る RNA 合成は阻害
さ れ る . なお こ の 際 C M投与 に よ っ て 発芽期 に特徴的
な tu rbidity の 減少は影響 を受 けな い が ,60分以 後 の
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Fig. 3. Hybridiz atio n of puls e
-1abeled R N A with D N A(a)a nd c o mpetition(b)･ Ea ch a n n e aling
mixtur e c o ntain ed l p g of alkali-denatured D NA irn m Obilized on M illipo r e m e mbr a n e
filte r sand incre a sing a m ounts of log phas e
3 H-R N A(12,9 00cpm/p g), ge r min ation
60 min 3H -R N A(91,9 00cpm/fLg) or ger min atio n 20min 3H - R N A(38,080cpm /p g)
(a). Ea ch an n e aling mixtu r e c o ntain ed de n atu r ed D N Aa sindic ated in(a), 3 00p gof log
pha s e 3H -R N A, 200fL g Of ge rmin ation 60 min 3H .R N Aor 18 0p g of ge r min atio n
20min 3H -R N Aand in c r e a sing a m o u nts of u nlabeled bulk R N Aasindic atedin the
abs ciss a(b). SymboIs : ○, log pha se unlabeled RNA ; △ , ge r min atio n6 0 min unla･
beled R N A; 口 , ge r min atio n20 m inu nlabeled R N A.
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時 の 合成速度を お お よそ維持し増加 は見ら れ な い . 40
分お よ び 60 分で 投与 し た場合は , 投与後 R N A合成速
度 は経時的 に 減少 す る . こ の C M に よ る各時期 に 特徴
的な R N A合成の 阻害 pat e r nは , 用 い た す べ て の 蛋
白合成阻害剤 Iin c o mycin (100fAg/mL). e rythr o-
m ycin (10fAg/mL), StreptO myCin (300p g/mL),
pu rom ycin (200JAg/mL) で も同掛 こ み と め ら れ た.
こ の よ う な 結果 は Gm l にお け る R N A合成速
度の 増加 は蛋 白合成阻寄剤 に よ っ て ほ と ん ど影響
を受 け な い が , Gm 2 と Gm 3 に お け る 合成速度
の 増加 は添加時期 に か か わ ら ずこ れ ら薬剤 に よ っ て
抑制さ れ る事を 示 して い る . 従 っ て 前述 の 合成分子種
の 解析結果 と照合する な ら ば , こ れ ら薬剤 の Gm2 期
以 降の R N A合成に 及 ぼす 阻害効果 は , Gm2 を明 らか
に 特徴 づ け て い る23S, 16S ribo s o m al R N Aの 合 成
開始を抑止 す る こ と に起因する の で は な い か と い う 問
題を提示 し て い る . そ こ で 次 に C M を 0分 に投与 した
後の 各期 の 合成 R N A分子種 を解析 し た . そ の 結 果 を
Fig . 6に示 した. 明 らか に Gm2 お よ ぴ Gm3 に お ける
0 3 0 6 0 9 0
Tim e of Ge rmination(min.)
Fig. 5. Effe ct of C Mo nthe r ate of R N A
Synthe sis du ring ge r minatio n. Tu rbidity cha nge s
a r e sho w nby broke nl ine s･ C M(10 0p g/ml)
W a S added at O, 20, 40a nd 60min a sindic ated.
aH ･ uridin e puls e inc orporation into R N A fo rl
m in w as c o u nte･d(s olid l ine s).
0 : Witho ut C M, ○ : C M w a s added at O
m in, □ : at 20min, △ : at 40 m ln,
× : at 60min .
23S,16S ribo so m alRN Aの 合成が 顕著 に 阻害さ れ
て い る(Fig.6a). 又 こ の 際 Gml に そ の 合成が特異的な
6S R N A は Gm2 Gm3 に お い て も合成さ れ . 更に その
合成量は相対的な増加 を示 し た(Fig･6b). c Mを発芽
15分 で 投 与 し た 場 合 に お い て も , 23S, 16S
ribo s o m al R N Aの 合成 は抑制 さ れ て い るが . こ れ ら
分子穫 の 合成 が開始 され て い る時期 , た と えば30 分で
投与 し た場合 に は , こ れ ら の 分子種 の 合成 は持続して
い る (デ ー タ省 略).
こ れ ら の 結果 は Gml か ら Gm2 へ の 移 行 す な わち
23S, 16 Sribo s o m al R N Aの 合成開始 に は Gml期
に お け る dβ 邦 0 〃∂ の 蛋白合成 が必要 で あ る 事 を あ き
らか に 示唆す るも の で あ る .
Ⅳ . D N Agyr a s eが 発 芽期 の R N A合成 に関与して
い る .
前章 ま で の 結果 は , Gml に お け る転写機構がそ れ以
降 の Gm2 お よ ぴ Gm3 と著 しく 異な る 様式 に よ っ て
い る事 を明 ら か に し た . こ の こ と は Gm l か ら Gm2 へ
の 移 行に は転写 様式 の 質的転換が想定 され , この 転換
を 支配 する因子 の 1 つ が新 し い 蛋白因子で ある事が示
唆 さ れ た . そ こ で さ ら に 前 述 し た 様 な 発芽初期 の
D N A構造変換 が も う 1 つ の 要素 と して こ の 転写様式
の 転換 に どう い う 関連 をする か に つ い て 解析す る こと
に した .
先 ず D N Ag yra se の 阻害剤 で あ る n o v obio cin
(N O V)と n alidix c a cid(N A L)を用い て R N A合成へ
の
■
影響 を し ら べ た . な お こ れ ら薬剤 は D N A合成の阻害
剤で もあ る . N O V(5J▲g/mエ)を発 芽開始 0分および
30分 に 投与す る と発芽開始直後 の tu rbidity の 減少
は 影響 を 受 け な い が , 発 芽後60分 頓 に 見 ら れ る
tu rbidit yの 増加 は観察 さ れ な い (デ , 夕省略). 著者
らが す で に 報 告 し た よ う に =), N O V, 1〝 g/mエ又 は
3p g/mL を発芽 0分 に投与す る と R N A合成速度は
15分 ま で ま っ たく 影響を 受け な い が , そ れ以 後阻害効
果が あ らわ れ 30分で そ れ ぞ れ 40 %及び 71 %が 阻害
され た . 5〝 g/m⊥ , 1 0〝g/山 で は15分で もす で に
阻害効果が 認 め られ る が , こ れ ら の 場 合 も Gml の
R N A合成 は . Gm2 と Gm3 の そ れ に 比 べ 相対的 に
in s e n sitiv e で あ る . 発 芽 0分に N A L を添加 した場
合 も , や は り Gml で こ の 薬 剤 に 対 し 部分的 に
in s en sitiv eな R N A合成 を示す . 又 NOV(5Jlg/mL)
を発芽 5, 10, 15, 20, 25分で そ れ ぞ れ 投与 し て 投与
後 の R N A合成速度 を測定 し た 叫 . 発芽後 5分 に 投与
し た場合 に は I 投与後 5分間 は R N A合成速度 の 増加
が見 られ るカ干そ れ以 後 の 増加 はな く 減少す る . 発芽後
10分 か ら25分 ま で の 投与 で は , 投与後の R N A合成
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速度の 増加 は なく 減少する ･ N A L(1 0 0〝 g/山り で も
同様の 傾向が認 め られ た ･
これ らの 結果 に よ っ て t Gml に は R N A合成 が それ
以降の 時期に 比 べ て D N Agyra s eの 阻 害 剤 に 対 L て
相対的に か な りin s e n sitiv eな 部 分 が 存在 す る が ･
Gm2と Gm3 の そ れ は き わ め て SenSitiv e で あ る こ
とが明らか と な っ た . し たが っ て Gml か ら Gm2 へ の
移行に は fr o z e nD N Aの 活性化が 必 要で あ り l こ の
活性化に は D NA gyr a s eが主要な 役割 を 果 し て い る
事が強く 示唆さ れ る . こ の 可能性 は他の D N A合成阻
害剤hydro xyu re a, 6
- (p - hydr o xy phe nyla z o)
一 u raCil を 用い た実験 で 更 に 支持さ れ た
1 4)
. ち なみ に
これ らの 薬剤は topois o m e ric な D N Aの 変換反応 と
は全く無関係で あ る事 が知 ら れて い る . こ れ らの 薬剤
はGml Gm 2の R N A合成 に は 全く 影響 を 与 え ず ,
D N A合成が開始さ れ る 時期 に あ た る Gm3の R N A合
成を阻害 し た . 一 方 mito mycin C で は N O V. N A L と
同様に Gm2 の R N A合成 へ の 阻害が 認 め ら れ た . 又
NO V, N A Lに よ る R N A合成 の 阻害効果 は t 薬剤の 除
去で R N A合成が た だ ちに 完全に 回復す るの で , 可逆
的で ある . 更 に N O V耐性変異株
- 5)で は N O V存在下
で , 発芽期 の R N A合成は正常 に 進行 し た . し た が っ
て , N O Vの R N A合成阻害は少く と も R N AL合成と関
連す る誇代謝系路の 阻害に よ る も の で は な い . 次 に
N AL存在下 で 合成さ れ る R NA 分子種 を解析 し た所 ,
予 想 し た 通 り Gm2 で 開 始 さ れ る 23S, 16S
ribo s o m al R N Aの 合成が 抑制 さ れ て い た(Fig .7). し
かし Gml に その 合成が 特徴的な低分子 R N A分子種
はN A L存在下 で も Gm 2 お よび Gm3 で 認 め ら れ た .
考 察
枯草菌 に お い て t そ の ライ フ サ イ ク ル の 各時期に お
ける発現形質 patte r nの ち が い が , 注目さ れ て す で に
久し い が , 胞子形成期 の 解析 に 比 べ て 発芽期 の 転写 調
節を主題 と し た研究は き わ め て 少 な い . 原核生物 に お
いて , 単 一 オ ペ ロ ン の 転写 はも と よ り , 全ゲ ノ ム の 転
写ある い は逐次転写 に お ける po sitiv eな調 節機構 の
重要性 が , 大 腸 菌 の オ ペ ロ ン l引 や 大 腸菌 フ ァ ー ジ
T` け ), T,
1 8)
.
Å1 9) 等で 示さ れ て い る . 一 方 , 胞子発 芽期
に おい て は , こ の 系 に 独自の 過程 . す な わ ち全機能の
休止状態か ら全面 的活性化 へ 移行す る過 程で あ る が故
に , その 遺伝子 の 逐 次発現 に は , 全ゲ ノ ム と 各オ ペ ロ
ン の レ ベ ル で ,転写 の po sitiv eな調節が 重要 な役割 を
果して い ると考 え ら れ る . 従 っ て 著者は 胞子発芽系の
研究に よ っ て
, 転写調節 に関す る 多様な新 しい 分子的
作用様式を解明す る こ と を期待 した .
著者が こ の 報告 で 示 した結果は t 上記の 期待 に よ く
合致 し て , 発 芽 Gml 斯 か ら Gm2 期へ の 移行 に は
ribo s o m al R N Aの 転写 開始 に必要な蛋白性 の po s･
itiv e調節因子 と D N A構造変換に 関与す る と 思 わ れ
る topois om e ric e n zym e(s) が必要で あ る事 を 明ら
か に し た .
本研究 に よ っ て 明 らか と な っ た 実験結果をTable .1
に ま と め た . こ れ に よ っ て 転 写の 段階的量的拡大が転
写部位の 質的増加 に 起因 し , しか も き わめ て 画然と 制
御さ れ つ つ 移行 す る こ とが 示さ れ て い る .
す で に 述 べ た よ う に . Ar m stro ng ら は枯草菌 W 23
株胞子 を用 い て t 発芽 7分か ら10 分ま で に 咽 で 標識
さ れ た R N A を庶糖密度勾配遠 心法で 分析 し . 発 芽 初
期 (0 ～ 10分) に お い て す で に ribo s o mal R N A と
S Oluble R N A が同時 に 合成さ れ て い る と報告 した
1)
.
著者 の 得 た結果 は , 明らか に こ れ と異 な っ て い る . こ
の 点 に 関 し て 彼 ら の 実験 に お い て . 0 ～ 7分の 間 の 合
成 R N A分子種 が ど う で あ っ た か , ま た その 分析 法 の
精度 に 問題 は な い か等対比検討すべ き点が残され てい る .
蛋白合成阻害剤 を用 い た実験(Ⅲ章)か ら Gml で 合
成さ れ る こ と が想定 さ れ た蛋白性の po sitiv e調 節因
子の 実体解明は , す べ て 今後の 課題 と して 残さ れ て い
る . Fig. 2 か ら明 らか なよ うに , 培地に 添加 した 標識 ア
ミ ノ 酸の bulkの 蛋白 へ の と り こ み は 発芽 15 分か ら
開始 さ れ る . 従 っ て Gml で 合成さ れ る 蛋白 は , 一 般的
に き わ め て 微量 で あ る か . あ る い は標識 さ れ に く い 性
質の も の で あ ろ う . 特 に 後者 に つ い て は , 発芽初期 に
お け る胞子中蛋白の 異化崩壊 に よ る ア ミ ノ 酸 プ ー ル と
の 関連が考慮 さ れ ね ば な ら な い で あ ろ う . ま た こ の
po sitive 調節因子 の 機能 に つ い て は ,発芽期 に 胞子型
転写酵素 か ら増殖細胞型転写酵素 へ の 変換 が あり 得 る
と い う実験結果2 8Iと の 関連 に お い て も 解明 す べ き興 味
ある 課題 で あ る .
発芽期 , 発芽後成育期 , 増殖期の R N A合成 に 及ぼ す
N O V と N A Lの 阻害効果を Fig .8 に ま と め た . こ れ に
よ っ て 明ら か な よ う に , 各期で こ れ ら薬剤 に よ る効果
は異 な る個有 の patte r nを示す .N O Vで は発芽期か ら
増殖期 へ 移行す る に つ れ RN A合成に 対す る阻害程度
が増大し て 行 く . 増 殖 期 で は NO V投与後 15分 で
R N A合成 の 97 %が阻害さ れて い る .
Halv o rs o nら は最近 . N O V は枯草菌の 増殖期の 成
育に は影響 を与 え ず , 発芽後成育の み を特異的 に 阻害
す る 事を報告 し た2u . そ の 際 N O Vの 合成 R N Aの 蓄積
に 及 ぼ す 阻害効果 は ,発 芽期 と増殖期 で 同 じで あ っ た .
しか し本研究 に よ っ て N O Vの RN A合成 に 対す る 阻
害効果 は , 発芽期と増殖期 で は異 なる 事が 明らか とな
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っ た . 同時に NOV に 比較的耐性 を示す R N A合成が 発
芽初期(Gml) に か なり の 部分 と して 存在す ると い う
事実 が明 らか と な っ た . こ の N O Vに 耐性を 示す 部分
は株 , 培地 に よ らず再現性 よ く認 め られ た , 高濃度の
N O V(5 0p g/mL) と 多量 の 3H - u ridin e (50FL Ci)
を 用い た パ ル ス 標識実験 で は 発芽 5分で す で に N O V
の 影響 が現 わ れ . 薬剤の 除去で R N A合成 が急速 に か
つ 完 全に 回復するの で t こ の N O Vに 耐性 を示 す R N A
合成は発芽胞子 の N O Vに 対 す る不透過性 に よ る も の
で はな い と考 え る . 低濃度の NO Vに 対 して 発芽初期
に 不透過で あ る可能性 は完全 に は 否定出来 な い が ,
rifam picin , ethid u m br o mide (こ れ ら薬剤 は 発芽
0 分投与で Gmlの R N A合成を完全 に 抑制 した : デ
ー タ省略) に 比 べ て N O V( 及び N A L)の み が 不透過性
で あ る事 を積極的に 支持す る知見は得 ら れて い な い .
N A Lで は発芽中期の R N A合成 が最 も強 く 影響 を
Tab le l. E NA syntbed s d11rlng
受 け る が , 増殖 期で は投与後 15分 で 約 50 %の 阻害に
と ど ま っ て い る . こ の N O V, N A Lに よ る 増殖期の
R N A合成 に 及 ぼ す 阻害効果の ちが い は , 一 義的に は
こ れ ら薬剤 が D N Agyra s eの そ れ ぞ れ 異 な る機能を
持 つ S ubu nit B, A を特異的に 阻害 す る 醐 事の 反 映で
あ る と 考え られ るが , 両薬剤 (特に N A L2 21)の 副作用
を考慮に 入れ た 評価が必要 で あ る .
発芽中期に お ける 両薬剤 の R N A合成 に 及 ばす 阻害
patte r nの ち が い は , 胞子形成期 の T. 期以 降 で も 認
め られ た(デ ー タ省略). な お胞子形成 T2 期 で は,NA L
に よ る R N A合成の 促進( 投与10分後 に 約 25 0%),
N O Vに 対す る完全な耐性が検出さ れ た が , こ れら につ
い て は 現 在 詳 細 に 検 討 中 で あ る . 又 ethidium
br omi de (5p g/mL) で は発芽期. 増殖期, 胞子形成
期 い ず れ に お い て も投与後 5分以内に 3H-u ridin e
の 取 り込 み は完全 に 阻害 され た (デ ー タ 省略).
geでmlnat lo n of 且ぶ〟鋸蕗 spo r e.
モba s e Gm l Om 之 Gm 3
Synth. of
(0- 15mln) (15- 40nln) (4 0- 6 0n ln)
EⅣA
R且te : gr adu al ly r e a cもe 8 e xplo slv ely
in c r e a 8 e S a deflnl te le v el 1n c てe a 8 e $
Spe cle s▼: ト RN A(najo て) t- R KA t - R N A
5S E ドA 5S 召∬A 5S RNA
23 S, 1 6S r - R NA
6S R封A
S m alle f R NA
･ⅧR NA (a li t 亡1e?)
6S R 封A di$ ap pe 8 r e S
23S, 1 6S r - RN A
Sta rt8 C O nt i. m e s
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6S R N A
the s a m e a s aも0V e
& 血R ∬A
6S RN A
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Fig. 8･ Effe ct of N O Va nd N A Lo n the r ate of
R NA synthe sis du ring ge rrniatio n, O utgr O Wth
a nd v egetativ e gr o wth
3H ･u ridin e puls e
inc orpo r atio ninto R N A fo rl min at tim e sin
-
dic ated w a s c o u nted. N O V(5 FLg/ml)o rN A L
(100JLg/ml)w a s added at O min of ge r mi-
n ation, ○ : at 5 min , △ : at l Omin, □ :
at1 5min, ▽ : at 1 20 min of o utgro wth,
困 : at V egetative gr o wth, ⑳ :
細菌染色体 にお い て は D N A分子が 20 数個の 小環
に分割さ れ , その おの お の が 負の 超 コ イ ル 痍造を作 っ
て い ると考 え られ て い る2 31. 今回報告 し た結果 は ,胞子
申で diffu siv eな状態 に あ る D N A は発芽期 に お い て
部分的構造変換 を行な い な が ら co nde n s ed state へ
と進行 して 行 く事 が こ の 時斯の 転写 を考 え る基盤 で な
ければ なら な い こ と を 教 え て い る . ま た 本研究 は
DNA 複製開始後 の 発芽後成育期及び栄養増殖期 に お
い て は Chr o m o s o m eの 恒常的な高次構造変換に よ っ
て転写が 大き く影響を受 け . 胞子形成期に お い て は .
徐々 に そ の 高次構造が解除さ れ diffu siv efo r m即 ち
休眠状態 に回帰 す る こ と を も強く 示唆す る も の で あ
る.
結 論
枯草菌胞子発芽期 の R N A合成 は D N A転写部位 の
経時的増加を特徴 と し . か つ それ は質量共 に 異 な る 3
軋 即ち初期(Gml: 0 ～ 15分), 中期(Gm2: 1 5～ 4 0
分), 後期(Gm3: 40～ 60 分)を経て 進行す る事が 明 ら
かとな っ た .
Gml で は , 発芽約5 分で R N A合成が開始さ れ そ の
後合成速度 は直線的に 増加す る . こ の 期で 合成さ れ る
分子種は 4 ～ 5S,6S と他の い く つ か の 低分子 R N Aで
ある . 6S R NA はこ の 期 に 特 異的 で あ る , 23S,16 S
ribo s o m al R N Aの 合成 は抑制 され て い る . 又 こ の 期
で は用 い た比活性の 放射性標識 ア ミ ノ 酸の 取 り込 みか
ら は盛白合成 は検出さ れ な い . Gm2で は R N A合成速
度 は 一 定 の 値 に 達 し こ れ を 維持 す る . 23S, 16S
ribo s o m al R N Aの 合成が 開始 さ れ又蛋白合成 が始 ま
る . Gm3で は急激 な R N A合成速度 の 増加が 見 られ .
m e s s enge rR N A合成 も顕著 に なる .
Gml か ら Gm2 へ の 移行 は C M を はL:め用 い た す べ
て の 蛋白合成阻害剤 に よ っ て 妨 げ ら れ た . Gml の
R N A合成は こ れ ら薬剤 に 対 して 耐性 で あ る . Gm2で
は C Mの 存 在に よ っ て , 23S.16S ribo s o m al R N Aの
合成が 抑制さ れ て い た . 更 に Gm2及び Gm3 で C M を
投与す る と , 投与後 R N A合成速度 は著し い 減少 を示
し た
.
胞子発芽期 に お ける Chr o m o s o m eの 構造変換 と の
関連 に お い て t D N Agyra s eの 転写活性に 及ぼ す効果
を し ら べ る た め , こ の 酵素の 阻害剤 で あ る N O V, N A L
の 影響 を検討 し た . Gml の R N A合成 は両薬剤 に 対し
て ins e nsitiv eで あ っ たが , Gm2以 降の そ れ は 著し い
阻害 を受 け た . 又 Gm2 以 降 の R N A合成 に 対 す る
N O Vの 阻害効果 は N O V耐性変異株 で は ま っ た く 認
め られ な い . こ れ ら薬剤 に よる Gm2 Gm3 に 対す る阻
害効果は , 薬剤 の 除去 に よ っ て 完全に回復 し発芽後成
育 に は何 の 影響 も示 さ な い .
以 上の 結 果は , 発芽初期 Gml に お け る転写活性 は
胞子中の 転写 機構 に 関連す る諸因子の 物理 的活性化の
み に よ っ て 十分発項 さ れ るが , Gm2 へ の 移行 に は新 し
い po sitiv eな 因子の 合成 と D N Aの 構 造 変換 を う な
がす 酵素(topois o m e ric e n zym e(s))の 関与 を強 く
示唆す る もの で あ る .
稿を終 るに あ た り . 本研究 に 対し て , 終始御指導賜 わり ま
し た亀山忠典教授 , 御助言を い た だ い た吉jl 寛教授に心か ら
感謝致 しま す . また 御協力下さ い ま し た教室員各位 に謝意 を
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Transcriptio n and its Regulatio ndu ring Germin atio n ofthe BacmusSubtnis Spores
- Moto o
Matsuda, Division of Molecular Biology, Ca ncerResearch Institu e, Kan azaw University, Kan a
-
z a wa920,Japa n. J. Juze n. Med. Soc. ,89, 1 54-16 5(1 980)･
Abstract Tra n s c riptio n a nd its regulatio n du ring ger mination of the Ba cillu s subtilis spo re s
w erein vestigated.
RN Asynthesispr o c e eds step wise during ge r min atio n,in c re asl ngt
he regl O nOf tr an scriptio n on
D NA thr ough distin ct t hr ee pha ses, n a m ely, G m l, G m 2 a nd Gm
3
,
Wit hrespe ct tot he rate of
R NA synthe sis a nd R N Am olecula r spe cie ssynthe siz ed･
R N Am ole c ule shaving relativ elylo w m ole c ula r w eight, 4 S, 5 S, 6 Sa nd minors, W e r e Synthe -
siz ed at Gm l . T he synthesis of1 6 Sa nd 2 3 Sriboso m al R N Aw a s r epr ess ed at Gm l, a nd the nit
sta rted whe nthe phasepro ce ed d to G m 2･ La rge rR N A,Pr Obably, m R N A, C O uld be dete cted a s
hete roge n e o u SPr Odu cts at Gm 3, Whe nt he rate of R N Asynt
hesis als oin c re ased e xplo siv ely･
T he tr an sitio n fr o m Gm l to G m 2 w asinhibited by chlo r a mphe nic ola nd allotherinhibito r s
ofprotein synthe sis used. T his res ult indic ate st hat the tra n s c riptio n at Gm l m
ighttake pla c e
depe nding o n o nly physic al a ctiv ation of fa cto rsin spo r e, and t
hat the tr a n s criptio n sho uld
r equir e s o me pr otein fa cto rs synt he siz edde n o uoat Gm l ･ T hisim phe sthatpositiv e r egulatio n
in v oIvesthe tr a n s c riptio ndu ring ge r min ation .
Antibiotics a cting o n D N A-g yra Se , n alidix c a cida nd n o vobiocin, W e re r elativ elyin sen sitiv eto
Gm l but s e n sitiv eto Gm 2 and G m 3. D iffe re nt in hibitors s u ch as hydro xyu r e a and 6
-(p-
hydro xy phe nyla z o)- u raCila cting on
◆
ot he rsteps of D N Asynthe sisinhibited o nlythephase G m 3
whitho ut a ny effe ct o n Gm 2･ Co n sequ e ntly, a Ctiv atio n of fr o z e nD N A, a n alter atio n of D N A
c o nfo r m atio n fr o m diffu siv e state to c o nde n sed state, Sho uld be a prerequisite fo r attain ing
Gm 2 a nd co uld be a c c o mplished by D N A-g yra S eaS the m ost pr obable c a ndidate a m o ng
topois o mer a se.
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Fig. 4. Gel･eIe ctr opho r e si of R N Asynthesized during ge r min atio n･ a)0 ･5% aga r o s e
･2 %
ac rylami de(C O rnpO Site) gel. b) 10% a c ryla mide gel･
3H -R NA w e r epr epa r ed at tim e s
indic ated. Fo r e a ch s a mple , labeled R N Aabo ut lO,000cpm w e r e s ubje cted to ele ctr o-
phor e si in slab gel･ T he m ethod of flu o r ogr aphy w a s us ed fo r dete ctio n･
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Fig･ 6･ Gel- ele ctr ophol
-
etic patte r ns of puls e
-1abled 3H-R N A inthe thr e ephas e s
a nd log phase ･ In the pr e s e n c e of C M 2m in puls e
･labeled 3 H-R N Apr epa red
at ge r min atio n 15min (Gm l),30min (Gm 2) and 45min (Grn 3)w a s s ubje cted
to (a) c o mpo site a nd to (b)10% a c ryla mi de gelLele ctr ophoresis. Log pha se
3t I･ R NA w aspr epa r ed in t he abs e n c e of C M. The dthe r m ethods wer ethe
S a m e aS in Fig. 4.







5S F ig･ 7 ･ Gel-ele ctr opho r etic patteI- nS Of puls e-
Iabeled 3H qR N A in the pre s e n c e of N A IJ
(1O jL g/ml). Log pha s e3Ii-RN A w a spre-
Par ed in the abs e n c e of NA L.
r
rhe ot her
m ethods w e r ethe s a me a sin Fig. 4.
